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summary
 Ovarian tissue cryopreservation and transplantation is a viable fertility preserva-
tion option in patients at risk of loosing their ovarian functions to cancer therapy or oth-
erwise. Ovarian cortical strips cryopreservation and transplantation has been studied 
extensively with variable successes due to the ischemia revascularization injury upon 
transplantation. Intact ovary cryopreservation and transplantation with microvascualr 
anastomosis is thought to be a better alternative. The purpose of this thesis is to 
introduce the concept of intact ovary cryopreservation and transplantation. Although 
few studies have been published on that topic, it remains a relatively novel technique 
with	a	limited	number	of	groups	working	in	the	field.	This	thesis	aims	to	shed	light	on	
different aspects of intact ovary cryopreservation and subsequent transplantation.
 In chapter 1 basic oocyte biology, pathophysiology of chemotherapy /radiotherapy 
induced ovarian failure and the diagnosis and prediction of POF as well as the indications 
of fertility preservation are summarized. Fertility preservation options including 
chemo-protection, ovariopexy, oocyte cryopreservation, embryo cryopreservation are 
described in details focusing on cryopreservation and transplantation of ovarian tissue. 
In addition, the hypothesis and the aims of this thesis are formulated.
 In chapter 2 the impact of tissue size and the processing time interval before 
cryopreservation (warm ischemia time) on follicular survival is described. Various sizes 
of ovarian cortical strips were subjected to different time intervals in warm ischemia, 
after	which	a	fresh	part	was	immediately	fixed	and	the	other	cryopreserved	according	
to standard protocol. Stratifying the cryopreserved ovarian tissue group according 
to	size	showed	a	significant	higher	follicle	count	for	larger	tissue	sections	while	the	
number is comparable to its fresh counterpart. In addition, the ischemia time factor 
had no additional effect on any of the described changes in the cryopreserved group, 
nor	 did	 increasing	 exposure	 to	 warm	 ischemia	 (up	 to	 30min)	 result	 in	 significant	
damage	to	the	freshly	fixed	samples.	This	study	suggested	that	handling	larger	ovarian	
cortex pieces facilitates cryopreservation as well as autotransplantation procedures. 
Moreover,	processing	time	up	to	30	minutes	will	not	have	significant	damaging	effects	
on the ovarian tissue. 
 In chapter 3 the effect of ischemia time on the expression of Bcl-2 and p53 pro-
teins	 on	 freshly-fixed	 and	 cryopreserved-thawed	 ovarian	 tissue	 is	 described.	Using	
a similar design as in chapter 2, apoptosis (TUNEL assay) and Bcl-2, p53 protein 
expression (immunoperoxidase method) were assessed. Irrespective of the warm isch-
emia	time,	 the	apoptotic	 indices	were	statistically	significantly	higher	 in	 the	atretic	
than	in	the	non-atretic	follicles	with	no	differences	between	freshly-fixed	and	cryopre-
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served tissues. In addition increased duration of ischemia was not associated with any 
changes in the patterns of P 53 and Bcl-2 expression. This study demonstrates that 
cryopreservation insult does not alter the apoptotic signals with short tissue prepara-
tion time.
 In chapter 4 the feasibility of transplanting an entire ovary with anastomosis of the 
ovarian vascular pedicle is tested. Using a merino sheep animal model, laparoscopic 
bilateral oophorectomy was performed. Ovaries were autotransplanted into the 
abdominal wall, and microsurgical vascular anastomosis of the ovarian to the inferior 
epigastric vessels was performed. The transplants were assessed after 7-10 days. 
At follow-up, three transplants were viable; they showed no signs of necrosis, and 
patency	of	the	vascular	anastomosis	was	confirmed.	Serum	E2	levels	did	not	change	
significantly	after	transplantation	in	the	patent	vessel	group.	Serum	FSH	level	in	the	
patent	vessel	group	did	not	change	significantly	from	before	to	after	transplantation,	
whereas a large increase in FSH level was observed in the non patent vessel group. In 
addition	the	patent	vessel	group	had	significantly	more	follicles	after	transplantation	
than did the non patent vessel group. This study introduced the concept of a possible 
successful autotransplatation of the ovary with microvascular anastomosis to the 
anterior abdominal wall.
 In chapter 5 the feasibility of transplanting an intact frozen-thawed ovary with 
microvascular anastomosis of the ovarian vascular pedicle to the deep inferior epi-
gastric vessels is tested. Bilateral laparoscopic oophorectomy was performed on 17 
synchronized ewes. In one group of animals, both ovaries were cryopreserved intact 
with their vascular pedicles. In another group of animals, ovarian cortical strips were 
prepared from each ovary and cryopreserved. After thawing, follicular viability and 
apoptosis rates were assessed using one ovary. The other ovary was transplanted to 
the abdominal wall with microvascular anastomosis (Group I). In Group II, the ovarian 
cortical strips were placed in the anterior abdominal wall. Ovaries were harvested after 
8–10	days	in	situ	and	subjected	to	histological	evaluation.	No	significant	differences	
were found in the mean values of apoptosis and follicular viability in both groups. In 
Group I, immediate and long-term patency was documented in 100% and 27% of the 
grafts, respectively; and postoperative FSH levels were similar to preoperative values 
in	animals	with	patent	vessels.	In	Group	II,	postoperative	FSH	levels	were	significantly	
higher than the preoperative ones. This study introduces the concept of intact ovary 
cryopreservation by perfusion and strengthens the concept of transplantation of an 
intact frozen-thawed or fresh ovary to the anterior abdominal wall with restoration of 
vascular supply and ovarian hormonal functions.
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 In chapter 6 a study is presented to examine whether orthotopic transplantation 
of cryopreserved entire ovary or ovarian cortical strips can result in antibody formation 
against ovarian tissue antigens. Anti-ovarian antibodies (AOA) in serum were detected 
by	indirect	immunofluorescence	assay	using	commercially	available	slides	of	monkey	
ovarian	 sections	 and	 unfixed	 5-m-thick	 frozen	 section	 of	 sheep	 ovary	 as	 antigen.	
Ovarian antibody was found only in 1 postoperative serum sample following intact 
ovary transplantation with occluded vessels at follow up compared to none in the sera 
obtained preoperatively or at transplantation. The study results suggest that orthotopic 
transplantation of entire ovary or ovarian cortical strips do not induce the immune 
responses against the ovarian antigens.
 In chapter 7 a study is presented to test the feasibility of intact human ovary cryo-
preservation compared to ovarian cortical strips. Two women donated their ovaries af-
ter oophorectomy for benign conditions for experimental research. In both patients, one 
of the harvested ovaries was sectioned and cryopreserved (by slow freezing) as ovar-
ian cortical strips. The other ovary was cryopreserved intact with its vascular pedicle. 
After thawing, follicular viability, histology, terminal TUNEL assay, immunoperoxidase 
staining of the ovarian tissue were performed. Tissues from non-cryopreserved ovaries 
served as control specimens. The overall viability of the primordial follicles was 75 
and 78% in intact cryopreserved–thawed (C–T) ovaries and 81 and 83% in ovarian 
cortical strips respectively. Comparable primordial follicle counts, absence of features 
of necrosis, mean values of apoptosis and weak Bcl-2 and p53 protein expressions 
were observed both in the intact C–T ovary and in the C–T ovarian cortical strips. This 
study suggests that cryoperfusion and cryopreservation of entire human ovary can be 
achieved	with	the	maintenance	of	excellent	viability	of	the	superficial	and	the	deeper	
tissues using a slow-freezing protocol.
 In chapter 8 the different surgical approaches involved in the harvesting and 
the heterotopic autotransplantation of intact ovaries with microvascular anastomosis 
are described. Twenty-one synchronized Merino sheep underwent harvesting of their 
intact ovaries along with their vascular pedicles. Autotransplantation of fresh ovaries 
was performed in 6 while autotransplantation of cryopreserved-thawed ovaries was 
performed in 15 animals. The ovarian vessels were anastomosed to the deep inferior 
epigastric	vessels	using	end-to-end,	end-to	side	and	fish	mouth	modification	techniques	
in 8, 6 and 7 animals respectively. Patency of the anastomosis, ischemia time, hormonal 
functions and histology were evaluated. In addition, in this study ovarian harvesting 
techniques in 2 human subjects were described. Possible autotransplanation sites in 
humans	were	also	suggested.	We	found	that	the	use	of	the	fish	mouth	modification	
technique	to	overcome	vascular	discrepancy	was	associated	with	significantly	higher	
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ischemia time compared to end-to-end and to end-to-side anastomosis. Should this 
technique ever been proposed to humans, a laparoscopic approach appears to be 
the most convenient approach for ovarian harvesting. This study also suggested that 
the inferior epigastric vessel is probably the most suitable heterotopic vascularizing 
vessel. In addition end to end anastomosis approach yields the highest patency rate 
of	vascularized	grafts.	On	the	other	side,	end	to	side	anastomosis	is	superior	to	fish	
mouth	modification	in	overcoming	vascular	discrepancy	during	transplantation.
 In chapter 9 a systematic review was conducted to evaluate the reproductive 
outcome after transplantation of ovarian tissue for fertility preservation in women at 
high risk of premature ovarian failure. The search used terms referring to ovarian 
transplant and reproductive outcomes. The review included peer reviewed reports on 
the reproductive outcomes after OTT in humans regardless of the language of publica-
tion. Patients with FSH >30 IU/L at the time of OTT were included in a meta-analysis 
of individual patient data to evaluate the time to reestablishment of ovarian function 
(OvF)	 (defined	 as	 follicular	 growth	 or	menstruation).	 Secondary	 outcomes	 included	
short and long-term ovarian function and pregnancy after OTT. The review included 
47 cases from 22 original reports. The median age was 36 years (range, 15-49). 
OTT was performed to treat POF in 28 women, to prevent POF in 16 women, to treat 
infertility in 2 women, and accidentally in 1 during oophorectomy.  In all 24 patients 
with FSH >30IU/L at the time of OTT, OvF returned with median time to return of 120 
days (range, 60-244).  Fresh, heterologous and larger size OTT increased the likeli-
hood of return of OvF [HR of 2.4 (95% CI, 1-5.8, P=0.059), 10 (95% CI, 2.6-48.3, 
P<0.001),	1.7	(95%CI	1.1-2.5,	P=0.013,	respectively].	Within	6	months	after	ROF,	
4 women had recurrent ovarian failure. All 4 had cryo-preserved, autologous grafts us-
ing	cortical	strips,	and	in	all	ROF	occurred	>90	days	after	OTT.	Data	was	not	sufficient	
to evaluate the long-term OvF (>12 months). In the 27 women who sought pregnancy, 
8 women had 9 pregnancies with 12-month cumulative pregnancy rate of 36% (95% 
CI,18-59%). Those women who elected to undergo IVF demonstrated poor response 
with only 3 pregnancies to date. This analysis suggests that although OTT resulted in 
return of OvF in women with POF, this return of function is inconsistent, intermittent 
with shortened longevity of the graft survival. Transplantation of ovarian tissue can re-
establish ovarian function in women with premature ovarian failure; however, the cur-
rent	evidence	is	not	sufficient	to	evaluate	the	long-term	efficacy	and	longevity	of	ovar-
ian	grafts.	A	controlled	multicenter	clinical	trial	with	sufficient	follow	up	would	provide	
clinicians	and	patients	with	valid	evidence	of	the	potential	benefit	of	this	procedure.
 In chapter 10 the results of this thesis are discussed. Perspectives for future stud-
ies are given.
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samenvatting
De behandeling van kanker bij jonge vrouwen leidt vaak tot het verlies van hun ovarium-
functie en dus van hun vruchtbaarheid. Indien het zou lukken om ovariumweefsel in te 
vriezen, te bewaren, later te ontdooien en terug te transplanteren zou dat tot herstel van 
de fertiliteit kunnen leiden. Cryopreservatie en transplantatie van ovariële corticale strips 
is uitvoerig bestudeerd. Het slagingspercentage van de procedure is afhankelijk van de 
duur van de periode van ischemie, zowel vóór het invriezen, als na het transplanteren. 
Het cryopreserveren van een ovarium in toto en transplantatie met microchirurgische 
vaatanastomoses zou een beter alternatief kunnen vormen. Het doel van dit proefschrift 
is het concept te introduceren van het cryopreserveren en transplanteren van een in-
tact ovarium. Hoewel er al enkele onderzoeken gepubliceerd zijn over dit onderwerp, 
blijft het toch een relatief nieuwe techniek waar slechts een beperkt aantal onderzoeks-
groepen aan werkt. Het doel van dit proefschrift is verscheidene aspecten te belichten 
van het cryopreserveren en transplanteren van een heel ovarium.
In hoofdstuk 1 worden besproken de biologie van eicellen, de pathofysiologie van ova-
rieel falen t.g.v. chemotherapie en radiotherapie, en de diagnose en het voorspellen 
van het optreden van prematuur ovarieel falen (POF), alsmede de indicaties voor het 
op deze wijze proberen te behouden van de vruchtbaarheid. De thans voorhanden zi-
jnde mogelijkheden tot vruchtbaarheidsbehoud omvatten chemoprotectie, ovariopexie, 
eicelcryopreservatie en embryocryopreservatie. Zij worden beschreven en vergeleken 
met cryopreservatie van ovariumweefsel. Hoofdstuk 1 sluit af met het formuleren van 
een hypothese en de doelstellingen van dit proefschrift. 
In hoofdstuk 2 wordt de invloed beschreven van de afmetingen van het te trans-
planteren weefsel en van de duur van de bewerking voorafgaand aan de cryopreser-
vatie (warme ischemie tijd) op het overleven van follikels. Ovariële corticale strips van 
verschillende afmetingen werden gedurende verschillende tijdsperioden blootgesteld 
aan	warmte	 ischemie,	waarna	een	gedeelte	onmiddellijk	werd	gefixeerd	voor	nader	
onderzoek en het andere gedeelte gecryopreserveerd volgens het standaardprotocol. 
Grotere	weefselfragmenten	hadden,	na	 invriezen	en	ontdooien,	significant	meer	 fol-
likels dan kleinere fragmenten, terwijl het aantal follikels vergelijkbaar was met het 
vers onderzochte ovariumfragment. Bovendien had de ischemietijd geen invloed op 
de veranderingen in het gecryopreserveerde weefsel, noch had toenemend langdurige 
expositie	aan	warmte-ischemie	(tot	30	minuten)	significante	schade	in	de	vers	gefix-
eerde weefselfragmenten tot gevolg. Onze studie laat zien dat het verwerken van gro-
tere fragmenten cryopreservatie en autotransplantatie vergemakkelijkt. Het verwerken 
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van	het	weefsel	tot	een	periode	van	30	minuten	heeft	geen	significante	schadelijke	
invloed op het ovariumweefsel. 
In hoofdstuk 3 wordt beschreven hoe de ischemie tijd de expressie beïnvloedt van 
Bcl-2		en	p53	eiwitten,	zowel	 in	vers	gefixeerd	als	 in	 ingevroren	en	weer	ontdooid	
ovariumweefsel. Met gebruikmaking van een vergelijkbare studie-opzet als in hoofd-
stuk 2 werden de apoptose (met een TUNEL assay) en  Bcl-2  en p53 eiwitexpressie 
(immunoperoxidase methode) onderzocht. Onafhankelijk van de duur van de warmte-
ischemie	waren	de	apoptotische	indices	statistisch	significant	sterker	geëxprimeerd	in	
atretische vergeleken met niet-atretische follikels, terwijl er geen verschillen werden 
gevonden	tussen	vers	gefixeerde	en	bevroren	/ontdooide	weefselfragmenten.	Boven-
dien bleek een toename van de duur van de ischemie te correleren met enige veran-
deringen in de expressiepatronen van p53 en  Bcl-2 . Dit onderzoek toonde aan dat 
cryopreservatieschade bij een korte weefselverwerkingstijd niet tot verhoogde apop-
tose leidt.
In hoofdstuk 4 wordt onderzocht of het mogelijk is een ovarium in toto te transplan-
teren met een anastomose van de ovariële vaten. In het Merinoschaap werd een lap-
aroscopische bilaterale ovariectomie uitgevoerd. De ovaria werden getransplanteerd in 
de buikwand van het zelfde schaap en de vaten van het ovarium werden microchiru-
rgisch geanastomoseerd op de arteria en vena epigastrica inferior. Na 7 tot 10 dagen 
werden de transplantaten onderzocht. Drie transplantaten sloegen aan, zij toonden 
geen tekenen van necrose, en de doorgankelijkheid van de vasculaire anastomose kon 
worden	bevestigd.	Serum	oestradiol	gehaltes	veranderden	niet	 significant	na	 trans-
plantatie in de groep met een doorgankelijke anastomose. Serum FSH spiegels bij de 
schapen	met	een	doorgankelijke	anastomose	veranderden	niet	significant	vergeleken	
met de situatie vóór transplantatie, terwijl een sterke toename van FSH werd gevon-
den in schapen waarbij de anastomose niet doorgankelijk was. Bovendien toonden de 
getransplanteerde	ovaria	met	een	doorgankelijke	anastomose	significant	meer	follikels	
na transplantatie dan de ovaria waarbij de anastomose niet doorgankelijk was. Dit 
onderzoek laat zien dat het mogelijk is om een ovarium met succes te transplanteren 
(en de vaatsteel microchirurgisch te anastomoseren) naar de voorste buikwand. 
In hoofdstuk 5 wordt onderzocht of het mogelijk is een heel ovarium uit te nemen, 
in te vriezen, te ontdooien, en te transplanteren met microchirurgische anastomose 
van de ovariële vaten op de diepe inferieure epigastrische vaten. Er werd een bi-
laterale laparoscopische ovariectomie uitgevoerd bij 17 gesynchroniseerde ooien. In 
een deel van de dieren werden beide eierstokken gecryopreserveerd met behoud van 
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hun vaatsteel. In een deel van de dieren werden beide eierstokken gecryopreserveerd 
met behoud van hun vaatsteel. In een tweede groep dieren werden ovariële corticale 
strips afgenomen van elk ovarium en gecryopreserveerd. Na ontdooien werden de fol-
liculaire vitaliteit en apoptose beoordeeld in één ovarium. Het andere ovarium werd 
getransplanteerd met microchirurgische technieken naar de buikwand (groep 1). In 
groep 2 werden de corticale strips op de voorste buikwand gehecht. De ovaria en 
de corticale strips werden na 8 tot 10 dagen verwijderd en histologisch onderzocht. 
Er	werden	geen	significante	verschillen	gevonden	in	de	apoptose	waarden	en	de	fol-
liculaire vitaliteit tussen de 2 groepen. In groep 1 was in alle gevallen sprake van een 
doorgankelijkheid van de anastomose onmiddellijk nadat deze werd aangelegd, en in 
27% na 8 tot 10 dagen. Postoperatieve FSH spiegels waren gelijk aan de preoper-
atieve waarden bij dieren met een doorgankelijke anastomose. In groep 2 waren de 
postoperatieve	 FSH	 spiegels	 significant	 hoger	 dan	 de	 preoperatieve.	Dit	 onderzoek	
laat zien dat het invriezen, ontdooien en transplanteren van hele ovaria een haalbare 
optie is terwijl het eveneens aantoont dat het transplanteren van verse of bevroren/
ontdooide ovaria naar de voorste buikwand met anastomose van de vaatvoorziening 
tot een herstel van ovariumfunctie kan leiden. 
In hoofdstuk 6 wordt onderzocht of het transplanteren van hele ovaria of ovariële corti-
cale strips antistofvorming tegen ovariumweefsel tot gevolg kan hebben. Anti-ovarium 
antistoffen	(AOA)	werden	in	serum	gemeten	d.m.v.	een	indirecte	immunofluorescentie	
assay die gebruikt maakt van commercieel beschikbare apen- en schapenovarium-
preparaten als antigeen. Anti-ovarium antistoffen werden slechts in 1 postoperatief 
serumsample aangetroffen na transplantatie van een heel ovarium met een occlusie 
van de anastomose bij follow-up onderzoek, vergeleken met geen enkele positieve 
serumbevinding preoperatief of ten tijde van de transplantatie. Dit onderzoek laat zien 
dat orthotope transplantatie van een heel ovarium of van ovariële corticale strips geen 
immuunrespons induceert tegen ovariële antigenen. 
In hoofdstuk 7 wordt een onderzoek beschreven dat het invriezen van een heel ovarium 
vergelijkt met het invriezen van ovariële corticale strips. Twee vrouwen, die wegens 
benigne afwijkingen een ovariëctomie ondergingen doneerden hun ovaria voor weten-
schappelijk onderzoek. Bij beide patiënten werd 1 van de ovaria gebruikt om ovariële 
corticale strips te verkrijgen en te cryopreserveren (met een langzaam invriesprotocol). 
Het andere ovarium werd in zijn geheel ingevroren met behoud van de vaatsteel. 
Na ontdooien werd de follikelvitaliteit begroot, werd histologisch onderzoek gedaan, 
werd een TUNEL assay verricht en een immunoperoxidasekleuring van het ovarium-
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weefsel. Niet gecryopreserveerd ovariumweefsel diende als controle. De overall vi-
taliteit van de primordiale follikels bedroeg 75% respectievelijk 78% in de in hun 
geheel ingevroren en ontdooide ovaria, en 81% respectievelijk 83% in de ingevroren 
ovariële corticale strips.  De primordiale follikelaantallen, tekenen van necrose, apop-
tose en de expressie van  Bcl-2  en p53 eiwitten verschilden niet tussen de in hun 
geheel ingevroren ovaria en de ingevroren ovariële corticale strips. Dit onderzoek laat 
zien dat cryoperfusie en cryopreservatie van hele humane ovaria kan worden verricht 
met behoud van een uitstekende vitaliteit van de oppervlakkige en diepe weefsels 
indien gebruik gemaakt wordt van een langzaam vriesprotocol. 
In hoofdstuk 8 worden de diverse chirurgische technieken beschreven die gebruikt 
werden bij het wegnemen en heterotopisch terugtransplanteren van hele ovaria met 
microchirurgische anastomosering. 21 gesynchroniseerde Merinoschapen werden 
gebruikt om de ovaria (met behoud van hun vaatvoorziening) weg te nemen. Bij 6 
dieren werd een verse autotransplantatie van de ovaria uitgevoerd, terwijl bij 15 
dieren een autotransplantatie van ingevroren en weer ontdooide ovaria werd uitgevo-
erd. De ovariële vaten werden geanastomoseerd op de diepe inferieure epigastrische 
vaten	met	gebruikmaking	van	end-to-end,	end-to-side,	respectievelijk	fishmouth	tech-
nieken, bij respectievelijk 8, 6 en 7 schapen. De doorgankelijkheid van de anasto-
mose, de ischemietijd en hormonale functies alsmede histologie werden onderzocht. 
Bovendien werd de chirurgische techniek van het uitnemen van de ovaria bij twee 
vrouwen beschreven. Ook werden de mogelijke autotransplantatieplaatsen bij vrou-
wen	beschreven.	De	fishmouth	techniek,	die	bedoeld	is	om	een	discrepantie	tussen	
vaatdiameters	 te	 compenseren,	 ging	 gepaard	met	 een	 significant	 langere	 ischemie	
tijd vergeleken met de end-to-end en met de end-to-side anastomose. Mocht er ooit 
overwogen worden om op deze wijze ovaria te verwijderen bij vrouwen dan lijkt een 
laparoscopische techniek de meest aangewezene. Dit onderzoek laat tevens zien dat 
de arteria en vena epigastrica inferior waarschijnlijk de meest geschikte vaten zijn voor 
heterotopische anastomosering van de ovariële vaatsteel. Bovendien laat de end-to-
end anastomosetechniek de beste doorgankelijkheid zien van de transplantaten. De 
end-to-side	anastomose	daarentegen	is	superieur	aan	de	fishmouthanastomose	voor	
het compenseren van een verschil in vasculaire diameter tijdens de transplantatie. 
In hoofdstuk 9 wordt een systematisch review gepresenteerd van het resultaat van 
transplantatie van ovariumweefsel voor het behoud van de vruchtbaarheid bij vrouwen 
met een hoog risico op prematuur ovarieel falen. De literature search gebruikte zoekter-
men die betrekking hadden op ovariumtransplantatie en reproductieve uitkomst. Het 
aldus samengestelde literatuuroverzicht betrof ‘peer reviewed’ artikelen over zwanger-
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schappen na ovariumweefseltransplantatie (Ovarian Tissue Transplantation, OTT) bij 
mensen. Er was geen taalrestrictie voor de publicaties. Patiënten met een FSH >30 
IU/L ten tijde van de OTT werden geïncludeerd in de meta-analyse om de tijd tot het 
weer	op	gang	komen	van	ovariële	functie	(OvF)	(gedefinieerd	als	menstruatie	of	fol-
likelgroei bij echoscopie) vast te stellen. Secundaire uitkomstmaten waren korte- en 
lange-termijn OvF en zwangerschap na OTT. Voor dit review werden 47 casus (22 
originele artikelen) opgespoord. De mediane leeftijd van de vrouwen was 36 jaar (sp-
reiding 15-49 jaar). OTT werd uitgevoerd om POF te behandelen bij 28 vrouwen, om 
POF te voorkomen bij 16 vrouwen, om infertiliteit te behandelen bij 2 vrouwen, en 
bij toeval bij één vrouw tijdens ovariectomie. Bij alle 24 vrouwen met een FSH >30 
IU/L ten tijde van de OTT trad herstel van OvF op na een mediane tijd van 120 dagen 
(spreiding 60-244 dagen). Verse, heterologe en grotere OTT deden de kans op herstel 
van OvF toenemen [Hazard Ratio 2,4 (95% CI 1-5.8, p=0,059), resp. 10.0 (95% CI 
2.6-48.3,	p<0,001),	resp.	1.7	(95%	CI	1.1-2.5,	p=0,013)].	Bij	geen	enkele	vrouw	
is de gerapporteerde  follow-upduur na herstel van OvF momenteel al meer dan twee 
jaar. Bij 4 vrouwen was er nog actieve OvF 1 jaar na het begin van het herstel van 
OvF. Binnen 6 maanden na herstel van OvF trad bij 4 vrouwen opnieuw POF op. Alle 
4 hadden zij gecryopreserveerde, autologe ovariële corticale strips ontvangen en allen 
hadden herstel van OvF meer dan 90 dagen na OTT. Van alle 47 vrouwen die OTT 
ondergingen waren er 27 die vervolgens zwanger wilden worden. Tijdens de periode 
van follow-up werden 9 zwangerschappen bij 8 vrouwen gemeld. Dit leidt tot een ge-
schatte cumulatieve zwangerschapsfrequentie binnen 12 maanden van 36% (95%CI 
18-59%). De geboorte van een gezond kind à terme werd tot heden 3 keer (11%, 
95% CI 2-29%) gemeld. Alle vrouwen die na OvF-herstel IVF ondergingen toonden 
een ‘poor response’. Na IVF werden 3 zwangerschappen gemeld.
Deze analyse toont dat, hoewel herstel van OvF voorkomt na OTT bij vrouwen met 
POF, de mate van functieherstel wisselt en slechts van beperkte duur is, met een korte 
‘graft survival’.
In hoofdstuk 10 worden de resultaten van het eigen onderzoek besproken en worden 
toekomstige onderzoeksmogelijkheden beschreven.
Toekomstperspectief. 
Technisch is het een hele uitdaging maar toch beschouwen wij de cryopreservatie 
en autotransplantatie van hele ovaria bij zoogdieren met gebruikmaking van micro-
chirurgische technieken als een betrouwbare mogelijkheid voor het onderzoek naar 
het herstel van ovarieel falen na het uitvallen van ovariële functies, het voorkomen van 
uitsterven van bedreigde diersoorten, en voor het onderzoek naar de vroege follikel-
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rijping. De beperkte functionele overleving van getransplanteerde ovariële corticale 
strips is gedeeltelijk het gevolg van de lagere totale follikelaantallen in het transplan-
taat vergeleken met het getransplanteerde hele ovarium. Bovendien gaat een geschat 
percentage van 70% der primordiale follikels in het transplantaat verloren als gevolg 
van ischemie– revascularisatieschade. Een langdurig herstel van ovariële functie kan 
worden bereikt met het cryopreserveren en transplanteren van hele ovaria aangezien 
dit niet alleen het maximum aantal follikels voor transplantatie oplevert maar ook, 
t.g.v. de onmiddellijke revascularisatie van het transplantaat, het secundaire verlies 
van follikels t.g.v. ischemie na het transplanteren vermindert. Het cryopreserveren van 
hele ovaria kent nog diverse technische uitdagingen. Ondanks de talrijke berichten 
over het succes van cryopreservatie van hele ovaria bij ratten en muizen t.g.v. ef-
fectieve cryoprotectant penetratie via eenvoudige diffusie is er veel minder succes bij 
grotere	zoogdieren,	wier	ovaria	groter	zijn	en	meer	fibreus	weefsel	bevatten.	
Daarom dient de techniek van cryoperfusie die in dit proefschrift beschreven wordt 
verfijnd	te	worden	en	uitgeprobeerd	bij	diverse	andere	diersoorten.	Toekomstig	onder-
zoek dient zich te richten op de vraag hoe cryopreservatieprotocollen kunnen worden 
geoptimaliseerd voor de vele verschillende weefsel- en celtypes in het ovarium, zoals 
stroma, follikelcellen, eicellen en vaatweefsel, waarbij men zich dient te realiseren dat 
er waarschijnlijk geen invriesmethode bestaat die voor al deze afzonderlijke weefsel-
types tegelijkertijd optimale resultaten laat zien. De resultaten van cryopreservatiepro-
tocollen alsmede ischemische beschadiging van de diverse cellulaire componenten 
van het ovarium dienen in verschillende diersoorten onderzocht te worden, alsook bij 
de mens. De dynamiek van getransplanteerd en/of gecryopreserveerd/ontdooid ovari-
umweefsel is vergelijkbaar, maar verschilt van de dynamiek van vers getransplant-
eerd ovariumweefsel. Het meeste onderzoek tot heden laat een goede follikelvitaliteit 
zien na cryopreservatie, vergelijkbaar met vers ovariumweefsel, echter dit is meestal 
onderzocht met behulp van de trypaanblauw-exclusietest en histologische kleuringen. 
Geen van beide meet echter celvitaliteit in de zin van functionele activiteit. Er bestaat 
derhalve behoefte aan een meer gedetailleerde functionele onderzoeksmethodiek van 
de vitaliteit van ovariumweefsel na cryoperfusie, cryopreservatie en ontdooien. Hier-
bij kan men denken aan CFDA SE en PI vitaliteitskleuringen om de vitaliteit van 
gecryopreserveerd en weer ontdooid ovariumweefsel te onderzoeken. Deze kleuring-
stechnieken meten de onmiddellijke overleving na ontdooien. Er is tot nu toe geen 
onderzoek verricht naar de lange termijnoverleving van gecryopreserveerd en weer 
ontdooid ovariumweefsel. Er zou onderzoek kunnen worden gedaan naar de lange 
termijnoverleving met behulp van het bepalen van bijvoorbeeld Ki67 expressie, BrdU 
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uptake en PCNA immunohistochemische kleuring. 
Vanwege het feit dat het verlies van celvitaliteit na cryopreservatie niet alleen het gevolg 
kan zijn van necrose t.g.v. intracellulaire ijskristalformatie en osmotische stress maar 
ook van apoptose zou ingrijpen in apoptotische pathways de overall uitkomst kunnen 
verbeteren. Het toevoegen van anti-apoptotische middelen aan cryopreservatiemedia 
valt dan ook te overwegen. Dit zou celdood t.g.v. vriezen/dooien kunnen verminderen 
en	daarmee	de	efficiency	van	de	procedure	verbeteren.	Sfingosine-1	fosfaat	(S-1-P)	
is zo’n anti-apoptotisch middel dat de ceramide-geïnduceerde apoptotische pathway 
kan blokkeren en waarvan is aangetoond dat het folliculaire apoptose t.g.v. bestral-
ing of chemotherapie kan verminderen en follikeloverleving na autotransplantatie bij 
schapen kan verbeteren. Men zou daarom kunnen overwegen S-1-P  toe te voegen 
aan het cryopreservatie medium om het verloren gaan van follikels t.g.v. apoptose te 
verminderen en aldus de overlevingsduur van de graft te vermeerderen. Evenzo kun-
nen technieken gericht op Bcl-2  of p53 eiwitexpressie therapeutische consequenties 
hebben bij het voorkomen van ovariële afwijkingen t.g.v. ischemie schade. 
Ook is meer onderzoek nodig naar het effect van verschillende periodes van ischemis-
che opwarming van te transplanteren ovaria. Het endocriene en ovulatoire succes van 
de transplantatie kan gemeten worden en vergeleken met de duur van de ischemie en 
de expressie van  Bcl-2  en p53. Ook het vormen van auto-antistoffen na reïmplantatie 
kan worden onderzocht. 
De ultieme uitkomstmaat na het cryopreserveren en transplanteren van hele ovaria 
zou het bewerkstelligen van een zwangerschap na reïmplantatie zijn. Nadat bij ver-
schillende diersoorten dit werd onderzocht voor de transplantatie van ovariële corti-
cale strips werden recent 3 geboortes gemeld na gebruikmaking van een vergelijkbare 
techniek bij mensen. Wij denken dat wij dicht bij een vergelijkbaar succes in het di-
ermodel zijn wat betreft het transplanteren van gecryopreserveerde hele ovaria. Tegen 
deze achtergrond denken wij dat wij het transplanteren van hele ovaria bij mensen 
kunnen gaan overwegen. Verwacht mag worden dat anastomose van de ovariële vaten 
bij mensen technisch gemakkelijker zal verlopen gezien het rechte verloop van de 
vaten en de relatief grote diameter, op voorwaarde dat acceptorvaten gevonden kun-
nen worden met een vergelijkbare diameter. 
De criteria die werden vastgelegd in het laatste hoofdstuk van dit proefschrift duiden 
erop dat waarschijnlijk de arteria en vena epigastrica inferior bij de mens de beste 
mogelijkheden bieden. Het wachten is op de eerste patiënt die zulk een procedure zou 
willen ondergaan. 
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